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　 　 摘要:　 β￣淀粉酶(ＢＡＭ)是植物水解淀粉的重要酶类ꎬ在植物应对非生物胁迫响应中有重要作用ꎮ 本研究基

于甘蓝 ＢＲＡＤ 参考基因组的全基因组序列ꎬ分离鉴定得到 ２０ 个 ＢｏｌＢＡＭ 基因ꎬ并对其家族成员进行系统发育分析、
蛋白质特征分析、基因结构分析、不同器官 /组织中的相对表达量分析、低温(２ ℃)胁迫下的基因表达模式分析ꎮ
结果表明ꎬ从甘蓝中共鉴定得到 ２０ 个 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白ꎬＢｏｌＢＡＭ 蛋白的氨基酸序列长度范围是 １９３ ａａ(ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ~
６７８ ａａ(ＢｏｌＢＡＭ７)ꎻ甘蓝 ＢＡＭ 蛋白家族成员兼有弱酸性、弱碱性蛋白质ꎻ除 ＢｏｌＢＡＭ１１、ＢｏｌＢＡＭ１２、ＢｏｌＢＡＭ１４ 外ꎬ其
他 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白均为亲水性蛋白质ꎮ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ(转录组)分析结果表明ꎬＢｏｌＢＡＭ１ｂ、ＢｏｌＢＡＭ５ａ、ＢｏｌＢＡＭ９ｂ 在 ７ 个组

织 /器官中的相对表达量均较高ꎬ在花中 ＢｏｌＢＡＭ１ｂ 的相对表达量最高ꎬ在角果中 ＢｏｌＢＡＭ５ａ 的相对表达量最高ꎬ在
愈伤组织中 ＢｏｌＢＡＭ９ｂ 的相对表达量最高ꎮ 本研究还发现ꎬ在甘蓝耐冷材料 ９２３、冷敏材料 Ｄ９ 中ꎬ１４ 个 ＢｏｌＢＡＭ 基

因受到低温诱导表达ꎻ冷敏材料 Ｄ９ 中 ＢｏｌＢＡＭ３ａ 的相对表达量在低温处理 ６ ｈ 时高于耐冷材料 ９２３ꎬ但在低温处理

２４ ｈ 时ꎬ其相对表达量显著低于 ９２３ꎻ耐冷材料 ９２３ 中 ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 的相对表达量在低温处理 ６ ｈ、２４ ｈ 时均显著高于

冷敏材料 Ｄ９ꎮ 本研究结果为后续开展 ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 基因调控甘蓝应对低温胁迫的研究提供了重要参考ꎮ
关键词:　 甘蓝ꎻ ＢＡＭ 基因家族ꎻ 低温胁迫ꎻ 亚细胞定位
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 β￣ａｍｙｌａｓｅ (ＢＡＭ) ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｔａｒｃｈꎬ ｐｌａｙｉｎｇ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｂｂａｇｅ ＢＲＡＤ ｒｅｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２０ ＢｏｌＢＡＭ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｉｔｓ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｕｎ￣
ｄｅｒ ２ ℃ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｘａｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２０ ＢｏｌＢＡＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １９３ ａａ (ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ｔｏ ６７８ ａａ (ＢｏｌＢＡＭ７).

Ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｂｂａｇｅ ＢＡＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｂｏｔｈ
ｗｅａｋｌｙ ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｗｅａｋｌｙ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ
ＢｏｌＢＡＭ１１ꎬ ＢｏｌＢＡＭ１２ꎬ ａｎｄ ＢｏｌＢＡＭ１４ꎬ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ
ＢｏｌＢＡＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ. Ｔｈｅ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＢｏｌＢＡＭ１ｂꎬ ＢｏｌＢＡＭ５ａꎬ ａｎｄ ＢｏｌＢＡＭ９ｂ ｈａｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｖｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｒ ｏｒｇａｎｓꎬ
ｗｉｔｈ ＢｏｌＢＡＭ１ｂ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｓꎬ
ＢｏｌＢＡＭ５ａ ｉｎ ｐｏｄｓꎬ ａｎｄ ＢｏｌＢＡＭ９ｂ ｉｎ ｃａｌｌｕｓ ｔｉｓｓｕｅ. Ｔｈｉｓ
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ｓｔｕｄｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ １４ ＢｏｌＢＡＭ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｄ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ９２３ ａｎｄ ｃｏｌｄ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｄ９ ｏｆ ｃａｂ￣
ｂａｇｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ３ａ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｄ９ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ９２３ ａｔ ６ ｈ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｌｄ￣
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ９２３ ａｔ ２４ ｈ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ３ｂ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ
９２３ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｄ９ ａｔ ６ ｈ ａｎｄ ２４ ｈ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ ｂｙ ｔｈｅ ＢｏｌＢＡＭ３ａ
ａｎｄ ＢｏｌＢＡＭ３ｂ ｇｅｎｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃａｂｂａｇｅꎻ ＢＡＭ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐｉｔａｔａ Ｌ.)为十字

花科芸薹属二年生蔬菜作物ꎮ 甘蓝叶片从里面充实

形成叶球ꎬ食用部分不接触农药ꎬ因而具备阻隔外界

污染的生长特性ꎮ 此外ꎬ甘蓝富含萝卜硫素、维生

素ꎬ因而成为深受人们喜爱的安全保健型蔬菜ꎮ 甘

蓝适应性、抗逆性强ꎬ易贮藏ꎬ耐运输ꎬ产量高ꎬ在中

国广泛种植[１]ꎮ
低温是制约植物地理分布、生产和产量的主要非

生物胁迫之一[２]ꎬ在低温胁迫下ꎬ植物中各种酶活性

减弱ꎬ从而造成光合作用、呼吸作用减弱ꎬ进而引起代

谢失调ꎮ 甘蓝适宜的生长温度是１５~２０ ℃ꎬ近年来ꎬ
在极端低温和“倒春寒”的影响下ꎬ甘蓝受到低温冷害

的现象逐年增加ꎬ造成甘蓝抽薹[３]ꎬ当温度低于甘蓝

的耐受程度时ꎬ会直接造成幼苗直接冻死或冻伤叶球

等后果ꎬ严重时还会影响甘蓝的产量[４￣５]ꎮ
植物代谢产物与植物对胁迫的响应有很大关系ꎬ

特别是可溶性糖类、氨基酸、有机酸、多胺类和脂质类

物质ꎮ 当植物受到冷胁迫时ꎬ受到显著影响的是碳水

化合物代谢ꎬ特别是糖代谢[６￣１０]ꎮ 淀粉是植物中分布最

广泛的非结构型碳水化合物ꎬα￣淀粉酶(ＡＭＹ)、β￣淀粉

酶(ＢＡＭ)介导的淀粉降解在碳水化合物代谢中起到重

要作用ꎬ与植物的胁迫响应有密切关系[７ꎬ１１￣１２]ꎮ 目前ꎬ
拟南芥中已知的 ＢＡＭ 基因有 ９ 个ꎬ其中 ５ 个 ＢＡＭ
(ＢＡＭ１、ＢＡＭ２、ＢＡＭ３、ＢＡＭ５、ＢＡＭ６) 具有酶催化活

性[１３]ꎮ 已有研究发现ꎬ低温能够诱导植株产生 β￣淀粉

酶[１４￣１５]ꎮ 此外ꎬＳｅｋｉ 等[１６]筛选到低温诱导的 ＡｔＢＡＭ３ꎻ
Ｋａｐｌａｎ 等[１７]已证实ꎬ在 ５ ℃处理 ６ ｈ 后ꎬ拟南芥中 Ａｔ￣
ＢＡＭ３的表达量达到峰值ꎮ 有研究发现ꎬＢＡＭ在低温转

录诱导下可能加速淀粉降解[１８]ꎮ 此外ꎬＡｔＢＡＭ３ 及其同

源基因在增强低温耐性方面也表现出相同功能ꎮ 另

外ꎬ研究者也发现油菜、马铃薯、茶树、猕猴桃、梨等植

物中的 ＢＡＭ基因具有冷诱导的表达特征[１３ꎬ１９￣２４]ꎮ 双子

叶植物、单子叶植物中的 ＢＡＭ 基因均与低温胁迫相

关ꎬ植物中的 ＢＡＭ基因在响应低温胁迫过程中发挥的

作用相对保守ꎮ
本研究通过对 ＢｏｌＢＡＭ 基因家族成员的系统发

育、编码蛋白质特征、基因结构、不同器官 /组织中的

表达量、低温(２ ℃)胁迫下的基因表达模式分析ꎬ筛
选出候选的低温诱导基因ꎬ分析其在甘蓝中是否具

有冷诱导特性ꎬ以期为进一步开展 ＢｏｌＢＡＭ 基因对

低温响应的研究提供借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 甘蓝 ＢＡＭ 家族成员的鉴定

拟南芥的 ＡｔＢＡＭ１ ~ ＡｔＢＡＭ９ 蛋白序列是从

ＴＡＩＲ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / )中得到

的ꎮ 甘蓝、白菜的全基因组序列分别参考 ＢＲＡＤ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ.ｃｎ / ＃ / )、Ｃｈｉｉｆｕ￣４０１￣４２ Ｖ３. ０[２５]ꎮ 使

用隐马尔科夫模型(ＨＭＭ)在甘蓝、白菜的全基因组

数据库中搜索在 Ｎ 端有糖结合域 １４(ＰＦ０１３７３)的

序列ꎬ从而获得候选甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ、白菜 ＢｒａＢＡＭ 蛋

白序列ꎮ 用 Ｐｆａｍ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )、ＳＭＡＲＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ)、美国国家生物技

术信息中心(ＮＣＢＩ) ｂａｔｃｈ ＣＤ￣ｓｅａｒｃｈ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｂｗｒｐｓｂ / ｂｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ)检测

ＢｏｌＢＡＭ、ＢｒａＢＡＭ 蛋白的保守结构域ꎬ确定甘蓝

ＢｏｌＢＡＭ、白菜 ＢｒａＢＡＭ 家族成员ꎮ 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 基

因、白菜 ＢｒａＢＡＭ 基因则根据其与 ＡｔＢＡＭ 基因的同

源性及共线性关系ꎬ通过添加后缀( ａ、ｂ􀆺􀆺等)进

行命名ꎮ
１.２　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 系统发育分析和基因结构分析

用 ＭＥＧＡ ７.０ 对拟南芥、甘蓝、白菜的 ＢＡＭ 蛋

白序列进行聚类分析ꎬ采用邻接法(设置 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
值为１ ０００)ꎬ绘制系统发育树ꎮ 分别从甘蓝 ９２３ 基

因组中搜寻获得 ＢｏｌＢＡＭ 的 ＤＮＡ 编码序列(ＣＤＳ)ꎬ
用 ＧＳＤＳ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｇａｏ￣ｌａｂ. ｏｒｇ / ) 工具绘制

ＢｏｌＢＡＭ 基因结构图ꎮ
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１.３　 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白理化性质和保守基序分析

用 ＥｘＰａＳｙ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ/ )工
具分析 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白的特性ꎬ如相对分子量、脂肪族氨

基酸数量、理论等电点、蛋白质疏水性等ꎮ 用 ＭＥＭＥ
(ｈｔｔｐ:/ / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / )模体分析工具对 ＢｏｌＢＡＭ 蛋

白进行保守基序分析(最大基序设置为 １０)ꎮ
１.４　 ＢｏｌＢＡＭ 基因的物理位置和共线性分析

用 ＭａｐＣｈａｒｔ 软件[２６] 根据 ＢｏｌＢＡＭ 的物理位置

信息绘制 ＢｏｌＢＡＭ 的染色体位置图谱ꎮ 根据 ＴＡＩＲ
(拟南芥基因组数据库)、甘蓝 ＢＲＡＤ 基因组和白菜

Ｃｈｉｉｆｕ￣４０１￣４２ Ｖ３.０ 基因组中拟南芥、甘蓝、白菜的

ＢＡＭ 信息ꎬ用 ＴＢｔｏｏｌｓ[２７] 对它们之间的直系、旁系同

源基因关系进行分析ꎬ并绘制共线性图ꎮ
１.５　 ＢｏｌＢＡＭ 在不同器官 /组织及低温胁迫下的表

达分析

　 　 从 ＮＣＢＩ 的 ＧＥＯ 数据库中下载甘蓝 ０２￣１２ 在愈

伤组织、根、茎、叶、芽、花和角果中的 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ(转
录组)数据(ＳＲＡ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ 数据集: ＧＳＥ４２８９１) [２８]ꎬ
分析 ＢｏｌＢＡＭ 在不同器官 /组织中的转录水平ꎬ用每

千碱基转录本每百万映射读长(Ｒｅａｄｓ)的片段数

(ＦＰＫＭ)表示 ＢｏｌＢＡＭ 的表达丰度ꎬ分析 ＢｏｌＢＡＭ 在

７ 个器官 /组织中的相对表达量ꎮ
以冷敏甘蓝 Ｄ９(ＣＳ￣Ｄ９)、耐冷甘蓝 ９２３ ( ＣＴ￣

９２３)为试验材料ꎬ将五叶一心期的幼苗转入春化

室ꎬ进行 ２ ℃低温处理ꎬ对照幼苗仍处于正常生长状

态ꎮ 分别取处理 ６ ｈ、２４ ｈ 的叶片ꎬ用锡箔纸包裹后

立即冷冻于液氮中ꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎬ用于 ＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 分析ꎮ 用 ＦＰＫＭ 值绘制 ＢｏｌＢＡＭ 的低温表达图ꎮ
１.６　 ＢｏＢＡＭ３ａ、ＢｏＢＡＭ３ｂ 的亚细胞定位

分别在本氏烟草叶片表皮细胞中瞬时表达

ＢｏＢＡＭ３ａ￣ＧＦＰ(绿色荧光蛋白)、ＢｏＢＡＭ３ｂ￣ＧＦＰ 融合

表达蛋白质ꎬ研究 ＢｏＢＡＭ３ａ、ＢｏＢＡＭ３ｂ 基因的亚细胞

定位特性ꎮ 分别用带有 Ｓａｃ Ｉ 限制性酶切位点的正向

引物、Ｘｂａ Ｉ 限制性酶切位点的反向引物进行扩增(引
物序列见表 １)ꎬ再用 Ｓａｃ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ 对 ＰＣＲ 产物进行酶

切ꎬ随后将酶切产物连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００￣ＧＦＰ 载体

中ꎬ分别将成功构建的载体、空载体转化到农杆菌中ꎬ
用农杆菌侵染烟草倒三叶、倒四叶ꎬ侵染 ３ ｄ 后ꎬ用
ＦＶ１０￣ＡＳＷ 激光共聚焦显微镜观察ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＢｏＢＡＭ３ａ ＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡＴＧＧＡＧＴＴＡＡＣＡＴＴＡＡＡＴＴＣＣＴＣＡＡＧＴＴＣＴＣ
ＡＣＣＡＴＧＧＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＡＣＴＡＧＡＧＡＡＧＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＴ

ＢｏＢＡＭ３ｂ ＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡＴＧＧＡＡＴＴＡＡＣＡＣＴＧＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＴＴＣ
ＡＣＣＡＴＧＧＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＡＣＴＡＧＡＧＣＧＡＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＣ

２　 结果与分析

２.１　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ家族成员的鉴定及系统发育分析

通过对甘蓝、白菜全基因组数据库的 ＢＬＡＳＴＰ
搜索和 Ｎ 端糖结合域 １４ 的验证ꎬ共筛选得到 ２０ 个

ＢｏｌＢＡＭ 蛋白和 １４ 个 ＢｒａＢＡＭ 蛋白ꎮ 使用 Ｐｆａｍ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )、 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ ) 和 ＮＣＢＩ ｂａｔｃｈ ＣＤ￣ｓｅａｒｃｈ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｂｗｒｐｓｂ / ｂｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ)
进行检测发现ꎬ 这 ２０ 个 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白和 １４ 个

ＢｒａＢＡＭ 蛋白均含有 Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿１４ 保守结构域ꎬ
根据其与 ＡｔＢＡＭ 基因的同源性来添加后缀 ( ａ、ｂ
􀆺􀆺)进行命名ꎬ并构建系统发育树ꎮ 图 １ 显示ꎬ这
些 ＢＡＭ 蛋白被分为 ４ 个不同的亚组ꎬ亚组Ⅱ中含有

最多的 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白 ( ７ 个)ꎬ亚组 Ｉ 含有最多的

ＢｒａＢＡＭ 蛋白(５ 个)ꎮ
２.２　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 家族成员蛋白质理化性质和蛋

白质特征分析

　 　 由表 ２ 可以看出ꎬＢｏｌＢＡＭ 蛋白的氨基酸序列长

度范围是 １９３ ａａ(ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ~６７８ ａａ(ＢｏｌＢＡＭ７)ꎬ对
应的 开 放 阅 读 框 ( ＯＲＦ) 长 度 范 围 是 ５８２ ｂｐ
(ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ~２ ０３７ ｂｐ(ＢｏｌＢＡＭ７)ꎬ相对分子量范围

是２１ ５９０(ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ~ ７６ ３４０(ＢｏｌＢＡＭ４ａ)ꎬＢｏｌＢＡＭ
蛋白的理论等电点范围是 ４􀆰 ９０(ＢｏｌＢＡＭ５ｂ) ~ ９􀆰 ５８
(ＢｏｌＢＡＭ１３)ꎬＢｏｌＢＡＭ 蛋白的不稳定指数范围是

２５􀆰 ８５ ( ＢｏｌＢＡＭ５ａ) ~ ５８􀆰 ０７ ( ＢｏｌＢＡＭ１３)ꎬ 有 １０ 个

ＢｏｌＢＡＭ 蛋白不稳定指数超过临界值 ４０􀆰 ００ꎮ 此外ꎬ
甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 家族成员脂肪族氨基酸指数范围是
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６２􀆰 ０６(ＢｏｌＢＡＭ３ａ) ~１０７􀆰 ０２(ＢｏｌＢＡＭ１４)ꎬ亲水性平均

系数范围是－０􀆰 ６４９(ＢｏｌＢＡＭ３ｃ) ~０􀆰 ５５４(ＢｏｌＢＡＭ１４)ꎬ
除了 ＢｏｌＢＡＭ１１、 ＢｏｌＢＡＭ１２ 和 ＢｏｌＢＡＭ１４ 外ꎬ其他

ＢｏｌＢＡＭ 蛋白均为亲水性蛋白质ꎮ

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置为 １ ０００ꎻＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ:拟南芥ꎻＢｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ:甘蓝ꎻＢｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ:白菜ꎻⅠ~Ⅳ表示 ＢＡＭ 蛋白的 ４ 个亚组ꎮ
图 １　 甘蓝、拟南芥和白菜 ＢＡＭ 蛋白的系统发育树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＡＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

表 ２　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白家族成员的理化特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ

编码基因
名称

基因编号
染色体
编号

开放阅读
框长度
(ｂｐ)

蛋白质氨
基酸序列
长度 (ａａ)

相对
分子量

理论
等电点

不稳定
指数

脂肪族氨
基酸指数

亲水性
平均系数

ＢｏｌＢＡＭ１ａ ＢｏｌＣ０３ｇ０４９０１０.２Ｊ ０３ １ ６２６ ５４１ ６０ ６９０ ５.９４ ３８.９４ ７１.０７ －０.４３３

ＢｏｌＢＡＭ１ｂ ＢｏｌＣ０７ｇ０１２３９０.２Ｊ ０７ １ ７１３ ５７０ ６３ ４１０ ５.４８ ３２.２２ ７０.０２ －０.３９６

ＢｏｌＢＡＭ２ ＢｏｌＣ０９ｇ０００４００.２Ｊ ０９ １ ９０５ ６３４ ７１ ８４０ ５.９９ ３６.８９ ７８.７４ －０.４１０

ＢｏｌＢＡＭ３ａ ＢｏｌＣ０１ｇ０２４０００.２Ｊ ０１ １ ６４７ ５４８ ６１ ８３０ ８.０１ ４３.１５ ６２.０６ －０.６１６

ＢｏｌＢＡＭ３ｂ ＢｏｌＣ０７ｇ０４６７６０.２Ｊ ０７ １ ６４７ ５４８ ６１ ４００ ６.５９ ３７.８０ ６３.１４ －０.５８１

ＢｏｌＢＡＭ３ｃ ＢｏｌＣ０８ｇ０１６１２０.２Ｊ ０８ ５８２ １９３ ２１ ５９０ ８.７０ ３９.０１ ６２.６９ －０.６４９

ＢｏｌＢＡＭ４ａ ＢｏｌＣ０２ｇ０１６８１０.２Ｊ ０２ ２ ０３１ ６７６ ７６ ３４０ ６.１３ ４５.０７ ７６.４１ －０.４６９

ＢｏｌＢＡＭ４ｂ ＢｏｌＣ０３ｇ０１４９７０.２Ｊ ０３ １ ５９９ ５３２ ６０ ３９０ ８.７１ ４４.４２ ７６.７７ －０.２４８
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

编码基因
名称

基因编号
染色体
编号

开放阅读
框长度
(ｂｐ)

蛋白质氨
基酸序列
长度 (ａａ)

相对
分子量

理论
等电点

不稳定
指数

脂肪族氨
基酸指数

亲水性
平均系数

ＢｏｌＢＡＭ５ａ ＢｏｌＣ０８ｇ０１４５００.２Ｊ ０８ １ ４９７ ４９８ ５６ ２１０ ５.２１ ２５.８５ ７９.７２ －０.３７５

ＢｏｌＢＡＭ５ｂ ＢｏｌＣ０８ｇ０１４４８０.２Ｊ ０８ １ ３４４ ４４７ ５０ ４６０ ４.９０ ２９.４４ ７５.９３ －０.４２５

ＢｏｌＢＡＭ６ ＢｏｌＣ０４ｇ０１６７５０.２Ｊ ０４ １ ７４９ ５８２ ６６ ７８０ ５.７７ ４７.５８ ７６.２０ －０.５１８

ＢｏｌＢＡＭ７ ＢｏｌＣ０４ｇ００７２４０.２Ｊ ０４ ２ ０３７ ６７８ ７５ ８８０ ５.８８ ４５.５６ ７４.３４ －０.４８４

ＢｏｌＢＡＭ８ ＢｏｌＣ０２ｇ０４５７４０.２Ｊ ０２ ２ ０３１ ６７６ ７６ ２４０ ５.８２ ４１.１３ ６７.６８ －０.５２９

ＢｏｌＢＡＭ９ａ ＢｏｌＣ０３ｇ００９６７０.２Ｊ ０３ １ ５９６ ５３１ ５７ ９５０ ５.７６ ３２.１６ ７３.２４ －０.２８７

ＢｏｌＢＡＭ９ｂ ＢｏｌＣ０９ｇ０５３８５０.２Ｊ ０９ １ ６１７ ５３８ ５８ ９２０ ６.４２ ３４.３７ ７５.９５ －０.２８８

ＢｏｌＢＡＭ１０ ＢｏｌＣ０３ｇ０８６１４０.２Ｊ ０３ １ ５００ ４９９ ５７ ０８０ ６.０８ ３２.００ ７４.４５ －０.５７０

ＢｏｌＢＡＭ１１ ＢｏｌＣ０４ｇ０５５２４０.２Ｊ ０４ ９０３ ３００ ３３ ３２０ ９.００ ４５.９２ １０３.９７ ０.４９２

ＢｏｌＢＡＭ１２ ＢｏｌＣ０４ｇ００９４４０.２Ｊ ０４ ７４７ ２４８ ２７ ７２０ ９.２０ ４３.６５ １０３.３５ ０.４７４

ＢｏｌＢＡＭ１３ ＢｏｌＣ０５ｇ０４１１４０.２Ｊ ０５ ８０４ ２６７ ２９ ６４０ ９.５８ ５８.０７ ８０.３７ －０.０１９

ＢｏｌＢＡＭ１４ ＢｏｌＣ０８ｇ０６０７１０.２Ｊ ０８ ９１８ ３０５ ３４ １３０ ９.４２ ４５.６５ １０７.０２ ０.５５４

　 　 用 ＭＥＭＥ 在线分析工具分析 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白的结

构多样性ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ亚组Ⅰ中的 ＢｏｌＢＡＭ
蛋白基序相似ꎬ同一亚组中大多数 ＢｏｌＢＡＭ 蛋白基

序具有保守基序区域ꎮ
用 ＧＳＤＳ 绘制 ＢｏｌＢＡＭ 基因的外显子 /内含子结

构图ꎬ来分析 ＢｏｌＢＡＭ 基因的结构多样性ꎮ ＢｏｌＢＡＭ
基因 含 有 ３ 个 ( ＢｏｌＢＡＭ９ａ、 ＢｏｌＢＡＭ９ｂ ) ~ １２ 个

(ＢｏｌＢＡＭ４ａ)个外显子(图 ２)ꎮ ＢｏｌＢＡＭ 基因在外显

子 /内含子结构上存在差异ꎬ这可能是其具有功能多

样性的原因之一ꎮ

Ⅰ~Ⅳ:ＢＡＭ 的 ４ 个亚组ꎻＭｏｔｉｆ１~Ｍｏｔｉｆ１０:ＢＡＭ 蛋白基序ꎻＥｘｏｎ:外显子ꎻＩｎｔｒｏｎ:内含子ꎮ
图 ２　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 家族成员 Ｍｏｔｉｆ 特征分析结果(左)和基因结构分析结果(右)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｔｉｆ ｆｅａｔｕｒｅｓ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｅｘｏｎ￣ｉｎｔｒｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (ｒｉｇｈｔ) ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ
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２.３　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 家族成员的物理位置和共线性

分析

　 　 如图 ３ 所示ꎬ２０ 个 ＢｏｌＢＡＭ 家族成员基因被定

位在 ８ 条染色体上ꎬ其中 ＢｏｌＢＡＭ５ａ、ＢｏｌＢＡＭ５ｂ 串联

分布在 ８ 号染色体上ꎬ１ 号染色体、５ 号染色体上各

只有 １ 个 ＢｏｌＢＡＭ 基因ꎬ２ 号、７ 号、９ 号染色体上各

有 ２ 个 ＢｏｌＢＡＭ 基因ꎬ其他染色体上均有 ＢｏｌＢＡＭ 基

因ꎮ

０１~０５、０７~０９:甘蓝中的 ８ 条染色体编号ꎮ
图 ３　 ＢｏｌＢＡＭ基因在染色体上的物理位置

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

　 　 用 ＢＲＡＤ 数据库分别分析甘蓝、拟南芥和白菜之

间 ＢＡＭ 基因的直系、旁系同源关系ꎬ绘制 ＢｏｌＢＡＭ、
ＢｒａＢＡＭ、ＡｔＢＡＭ基因之间的共线性关系图ꎮ 如图 ４ 所

示ꎬ甘蓝、白菜的 ＢＡＭ 基因在芸薹属特有的全基因组

三倍 化 事 件 中 均 被 保 存 下 来ꎬ 且 ４ 个 ＢｏｌＢＡＭ
(ＢｏｌＢＡＭ１、ＢｏｌＢＡＭ４、ＢｏｌＢＡＭ５ 和 ＢｏｌＢＡＭ９)保留了双

拷贝ꎬＢｏｌＢＡＭ３ 保留了 ３ 个拷贝ꎬ白菜中 ４ 个 ＢｒａＢＡＭ
(ＢｒａＢＡＭ１、ＢｒａＢＡＭ３、ＢｒａＢＡＭ４ 和 ＢｒａＢＡＭ９)保留了双

拷贝ꎮ 与拟南芥相比ꎬ甘蓝 ＢＡＭ 基因家族扩展了 ５ 个

ＢｏｌＢＡＭꎬ白菜 ＢＡＭ基因家族扩展了 １ 个 ＢｒａＢＡＭꎮ
２.４　 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 基因的转录组表达特性分析

本研究从甘蓝愈伤组织、根、茎、叶、芽、花和角

果中 ＢｏｌＢＡＭ 基因的转录表达水平分析了 ＢｏｌＢＡＭ
基因ꎮ 图 ５ 显示ꎬＢｏｌＢＡＭ１１ ~ ＢｏｌＢＡＭ１４ 在各个组

织 /器官 中 均 没 有 表 达 ( 图 ５Ａ 中 未 展 示 )ꎻ
ＢｏｌＢＡＭ１０ 仅在芽中表达ꎬ 且相对表达量较低ꎻ
ＢｏｌＢＡＭ１ｂ、ＢｏｌＢＡＭ５ａ、ＢｏｌＢＡＭ９ｂ 在 ７ 个组织 /器官

中的相对表达量均较高ꎻＢｏｌＢＡＭ１ｂ 在花中的相对表

达量最高ꎻＢｏｌＢＡＭ５ａ 在角果中的相对表达量最高ꎻ
ＢｏｌＢＡＭ９ｂ 在愈伤组织中的相对表达量最高ꎮ
　 　 本研究还分析了不同耐寒性甘蓝材料中

ＢｏｌＢＡＭ 基因在 ２ ℃低温胁迫下的表达模式ꎮ 图 ５
显示ꎬＢｏｌＢＡＭ３ｃ、ＢｏｌＢＡＭ１０ ~ ＢｏｌＢＡＭ１４ 的相对表达

量均为 ０ꎬ２ 个甘蓝材料中 ＢｏｌＢＡＭ１ｂ 的相对表达量
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Ａ０１~Ａ０５:拟南芥 １~５ 号染色体ꎻＢ０１~Ｂ１０:白菜 １~１０ 号染色体ꎻＣ０１~Ｃ０９:甘蓝 １~９ 号染色体ꎮ
图 ４　 甘蓝、拟南芥和白菜的共线性关系

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｃａｂｂａｇｅꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ

在低温处理 ６ ｈ、２４ ｈ 时均较 ＣＫ 显著上调ꎬ且冷敏

材料 Ｄ９ 中 ＢｏｌＢＡＭ１ｂ 的相对表达量显著高于耐冷

材料 ９２３ꎻ冷敏材料 Ｄ９ 中 ＢｏｌＢＡＭ３ａ 的相对表达量

在低温处理 ６ ｈ 时高于耐冷材料 ９２３ꎬ但在低温处理

２４ ｈ 时ꎬ其相对表达量显著低于 ９２３ꎻ耐冷材料 ９２３
中 ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 的相对表达量在低温处理 ６ ｈ、２４ ｈ 时

均显著高于冷敏材料 Ｄ９ꎮ
２.５　 ＢｏｌＢＡＭ３ａ 和 ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 蛋白的亚细胞定位

用 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 进 行 在 线 预 测ꎬ 发 现

ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 蛋白主要存在于细胞质中ꎮ
为了进一步明确 ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 蛋白的亚细

胞定位ꎬ构建了 ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 基因和 ＧＦＰ
的融合表达载体ꎬ通过农杆菌瞬时转化本氏烟草叶

片ꎮ 共聚焦显微镜的观察结果显示ꎬＢｏｌＢＡＭ３ａ 定

位于细胞核、细胞膜ꎬＢｏｌＢＡＭ３ｂ 定位于细胞质、细
胞膜和细胞核(图 ６)ꎮ

３　 讨 论

在非生物胁迫下ꎬＢＡＭ 基因具有调节植物体内

糖平衡的作用[２９￣３０]ꎮ 本研究利用全基因组分析鉴

定得到 ２０ 个 ＢｏｌＢＡＭ 基因ꎬ均含有糖结合域 １４ꎮ 根

据氨基酸序列比对ꎬ将拟南芥、甘蓝和白菜的 ＢＡＭ
蛋白分为 ４ 个亚组ꎮ 甘蓝 ＢｏｌＢＡＭ 基因家族在进化

过程中扩大了家族成员ꎬ通过同源性分析发现ꎬ甘
蓝、白菜的 ＢＡＭ 基因均发生了基因复制ꎬ 这可

能是全基因组多倍化产生的ꎬ全基因组三倍化事

件[３１￣３２]丰富了芸薹属植物中的 ＢＡＭ 家族ꎮ 由于甘

蓝中 ＢｏｌＢＡＭ１、ＢｏｌＢＡＭ３、ＢｏｌＢＡＭ４ 和 ＢｏｌＢＡＭ９ 与拟

南芥中同源的 ＡｔＢＡＭ１、ＡｔＢＡＭ３、ＡｔＢＡＭ４ 和 ＡｔＢＡＭ９
发生了基因复制现象ꎬ导致加倍后的同源 ＢｏｌＢＡＭ１、
ＢｏｌＢＡＭ３、ＢｏｌＢＡＭ４ 和 ＢｏｌＢＡＭ９ 不在同一条染色体

上ꎬ加倍后仅 ＢｏｌＢＡＭ５ａ、ＢｏｌＢＡＭ５ｂ 串联分布在 ８ 号

１５３山　 溪等:甘蓝 β￣淀粉酶基因家族的鉴定及其响应低温胁迫的表达分析



Ａ:ＢｏｌＢＡＭ 基因在愈伤组织、根、茎、叶、芽、花和角果中的表达ꎻＢ:ＢｏｌＢＡＭ 基因在低温胁迫下的表达ꎮ ＣＳ￣２４￣ＣＫ:冷敏甘蓝 Ｄ９ 常温处理 ２４
ｈꎻＣＳ￣２４￣Ｔ:冷敏甘蓝 Ｄ９ 低温处理 ２４ ｈꎻＣＳ￣６￣ＣＫ:冷敏甘蓝 Ｄ９ 常温处理 ６ ｈꎻＣＳ￣６￣Ｔ:冷敏甘蓝 Ｄ９ 低温处理 ６ ｈꎻＣＴ￣２４￣ＣＫ:耐冷甘蓝 ９２３ 常

温处理 ２４ ｈꎻＣＴ￣２４￣Ｔ:耐冷甘蓝 ９２３ 低温处理 ２４ ｈꎻＣＴ￣６￣ＣＫ:耐冷甘蓝 ９２３ 常温处理 ６ ｈꎻＣＴ￣６￣Ｔ:耐冷甘蓝 ９２３ 低温处理 ６ ｈꎮ
图 ５　 ＢｏｌＢＡＭ基因在不同器官 /组织中和低温胁迫下的表达情况

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢｏｌＢＡＭ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

染色体上ꎮ 通过基因结构分析发现ꎬ在全基因组三

倍化事件后ꎬＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 基因结构在进化

过程 中 未 发 生 变 异ꎬ 基 因 结 构 比 较 相 似ꎬ 而

ＢｏｌＢＡＭ３ｃ 出现了较多的外显子ꎬ这可能会导致其基

因功能发生变化ꎮ
　 　 ＢＡＭ 基因已被证明参与多种非生物胁迫ꎬＢＡＭ
蛋白作为信号调节因子在应对非生物胁迫中起着积

极的调节作用[３３￣３５]ꎮ 已有研究发现ꎬ拟南芥中 Ａｔ￣
ＢＡＭ１、ＡｔＢＡＭ３ 参与应激反应[３６]ꎬＡｔＢＡＭ４ 可协助

淀粉水解[３７]ꎮ 本研究发现ꎬ甘蓝 ９２３、Ｄ９ 中 １４ 个

ＢｏｌＢＡＭ 基因受到低温诱导表达ꎬ甘蓝 ９２３、Ｄ９ 中

ＢｏｌＢＡＭ１ｂ 的相对表达量在低温处理 ６ ｈ、２４ ｈ 时呈

上升趋势ꎬ甘蓝 ９２３ 中 ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 的相对表达量在

低温处理 ６ ｈ 显著高于 Ｄ９ꎬＢｏｌＢＡＭ３ａ 的相对表达
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ＧＦＰ:绿色荧光场ꎻＣＨＩ:叶绿体自发荧光场ꎻＤＡＰＩ:４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(ＤＡＰＩ)场(细胞核染色)ꎻＤＩＣ:明场ꎻＭｅｒｇｅ:叠加场ꎮ
图 ６　 ＢｏｌＢＡＭ３ａ 和 ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 蛋白在本氏烟草叶片中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.６　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｏｌＢＡＭ３ａ ａｎｄ ＢｏｌＢＡＭ３ｂ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ

量在低温处理 ２４ ｈ 时达到峰值ꎮ 甘蓝 ９２３ 中

ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 的相对表达量在低温处理 ２４
ｈ 时 高 于 低 温 处 理 ６ ｈ 时ꎬ Ｄ９ 中 ＢｏｌＢＡＭ３ａ、
ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 的相对表达量则表现出相反的趋势ꎮ 在

冷敏材料 Ｄ９ 中ꎬＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 响应低温诱

导最 迅 速ꎬ 而 在 耐 冷 甘 蓝 ９２３ 中ꎬ ＢｏｌＢＡＭ３ａ、
ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 可以持续被低温诱导ꎮ 这些结果为后续

开展 ＢｏｌＢＡＭ３ａ、ＢｏｌＢＡＭ３ｂ 基因调控甘蓝低温响应

的研究提供了重要参考ꎮ
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Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０１４ꎬ５:３９３０.

[２９] ＭＯＮＲＯＥ Ｊ Ｄꎬ ＳＴＯＲＭ Ａ Ｒ. Ｒｅｖｉｅｗ:ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ β￣ａｍｙｌａｓｅ
(ＢＡＭ) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ:ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｆｏｒｍ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅꎬ２０１８ꎬ２７６:１６３￣１７０.

[３０] ＨＯＵ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｌꎬ ＬＩＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｍｙｌａｓｅｓ ＳｔＡｍｙ２３ꎬＳｔＢＡＭ１
ａｎｄ ＳｔＢＡＭ９ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃｏｌｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｗｅｅｔｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｔｕｂｅｒｓ ｉｎ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｗａｙｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０１７ꎬ６８(９):
２３１７￣２３３１.

[３１] ＷＡＮＧ Ｘ Ｗꎬ ＷＡＮＧ Ｈ Ｚꎬ ＷＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｓｏｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｃｒｏｐ ｓｐｅｃｉｅｓ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ
２０１１ꎬ４３(１０):１０３５￣１０３９.

[３２] ＣＨＥＮＧ Ｆꎬ ＭＡＮＤÁＫＯＶÁ Ｔꎬ ＷＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｐ￣
ｌｏｉｄ ａｎｃｅｓｔｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｓｏｈｅｘａｐｌｏｉｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ[Ｊ] . Ｔｈｅ
Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２０１３ꎬ２５(５):１５４１￣１５５４.

[３３] ＴＨＡＬＭＡＮＮ Ｍꎬ ＳＡＮＴＥＬＩＡ Ｄ. Ｓｔａｒｃｈ ａｓ ａ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ
ｆｉｔｎｅｓｓ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ[ Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ２０１７ꎬ２１４(３):
９４３￣９５１.

[３４] ＧＡＬＡＮＩ ＹＡＭＤＥＵ Ｊ Ｈꎬ ＧＵＰＴＡ Ｐ Ｈꎬ ＳＨＡＨ Ａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｆｉ￣
ｌｉｎｇ ｏｆ ＳｔｖａｃＩＮＶ１ꎬＢＡＭ１ ａｎｄ ＩＮＨ２α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ａｃｉｄ
ｉｎｖｅｒｔａｓｅ ａｎｄ β￣ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｄ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｓｗｅｅｔｅｎｉｎｇ ｉｎ Ｉｎｄｉａｎ ｐｏｔａｔｏ (Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ.) ｔｕｂｅｒｓ
[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｏｔａｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１５ꎬ９２(５):６０３￣６０８.

[３５] ＦＵＬＴＯＮ Ｄ Ｃꎬ ＳＴＥＴＴＬＥＲ Ｍꎬ ＭＥＴＴＬＥＲ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｔａ￣ＡＭＹＬ￣
ＡＳＥ４ꎬａ ｎｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｒｃｈ ｂｒｅａｋｄｏｗｎꎬ ａｃｔｓ
ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｃｔｉｖｅ ｂｅｔａ￣ａｍｙｌａｓｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２００８ꎬ２０(４):１０４０￣１０５８.

[３６] ＴＨＡＬＭＡＮＮ Ｍꎬ ＣＯＩＲＯ Ｍꎬ ＭＥＩＥＲ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ β￣ａｍｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｌａｎｄ
ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１９(１):６６.

[３７] ＬＩ Ｊꎬ ＦＲＡＮＣＩＳＣＯ Ｐꎬ ＺＨＯＵ Ｗ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙ￣ｉｎａｃｔｉｖｅ
ｂｅｔａ￣ａｍｙｌａｓｅ ＢＡＭ４ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｒｃｈ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｌｅａｖｅｓ ｉｓ ａ ｓｔａｒｃｈ￣ｂｉｎｄｉｎｇ￣ｐｒｏｔｅｉｎ [ Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓꎬ２００９ꎬ４８９(１ / ２):９２￣９８.
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